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摘要 : 双 翅 目 昆 虫 细 胞 系 广泛 应 用 于 遗传 学 、 发 育 生 物 学 、 分 子 生 物 学 `、 人 和 动物 体 病 原 学 以 及 昆虫 抗 微生物 肽 的 
研究 。 本 人 研究 建立 了 一 株 新 的 棕 尾 别 麻 蝇 Sarcophaga. peregrina 胚胎 细胞 系 。 该 细胞 系 的 原 代 培 养 始 于 2008 年 11 
月 17 E, 取材 于 标 尾 别 麻 晶 晚期 豚 胎 组 织 , 在 Shields & Sang M3 昆虫 培养 基 中 于 28 忆 恒温 培养 ,在 第 26 天 进行 
第 1 次 传代 , 至 今 已 历时 21 个 月 , 传代 72 次 , 生长 状态 稳定 , 被 命名 为 Sp-E-HNU11。 该 细胞 系 的 细胞 形态 主要 
呈 梭 形 和 近 圆 形 , 杂 以 少量 巨型 细胞 ,紧密 贴 辟 生长。 细胞 群体 倍增 时 间 为 42 h。 染 色 体 数目 一 般 为 10 条 或 12 
条 , 为 二 倍 体 或 亚 二 倍 体 细 胞 系 ; 除 一 对 颗粒 状 微型 染色 体外 ,其 他 染色 体 呈 短 杆 状 。 细 胞 系 的 B- 蔡 酯 酶 和 谷 草 
转氨酶 同 工 酶 谱 上 分 别 显 示 出 1 条 和 3 条 酶 带 。 随 机 引物 扩 增 多 态 性 (random amplified polymorphic DNA, RAPD) 
分 析 结 采 显 示 , 该 细胞 系 与 小 羔 蛾 细胞 系 Px-E-HNU12、 草 地 贪 夜 蛾 细胞 系 PLB-Sf-9 和 家 看 细胞 系 Bm-21E-HNU5 
呈现 明显 不 同 的 带 型 特征 。Sp-E-HNU11 细胞 系 的 建立 为 昆虫 抗 微生物 肽 及 其 他 相关 的 研究 工作 增添 了 新 的 研究 
工具 和 生产 载体 。 
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Establishment and characterization of a cell line derived from the embryos 
of Sarcophaga peregrina ( Diptera. Sarcophagidae) 

WANG Lin-Hua'*, HUANG Cui’, LI Lu-Lin' ( Hubei Key Laboratory of Genetic Regulation and 
Integrative Biology, College of Life Sciences, Central China Normal University, Wuhan 430079, China) 
Abstract: Dipteran cell lines are widely used for studies of genetics, molecular biology, developmental 
biology, the host-parasite relationship in insect-borne pathogenic microbes and insect antimicrobial 
peptides. A new cell line from Sarcophaga peregrina, designated as Sp-E-HNU11, has been established. 
The primary culture from minced embryos of S. peregrina was initiated on November 17, 2008, grown in 
Shields & Sang M3 insect cell medium at 28'C , and was split into two 26 days later. Since then, it has 
been subcultured for 72 passages. The cells, mainly round or spindle-shaped, adhere tightly to the flask. 
The population doubling time was 42 h. Most cells in metaphase observed were sub-diploid and contained 
ten or twelve chromosomes, which were short pole-like except two micro chromosomes. -naphthyl esterase 
and aspartate aminotransferase isozymes of this cell lines displayed one and three bands, respectively, in 
sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis. In random amplified polymorphic DNA analysis, 
the Sp-E-HNUÍ11 cells had a banding pattern markedly different from the ones of Px-E-HNUI2, IPLB-Sf-9 
and Bm-21E -HNUS cells. The establishment of the new cell line would provide an additional tool and 
vector for research in insect antimicrobial peptides and related fields. 
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病毒 .寄生 虫 等 人 和 动物 的 病原 体 ; 果 蝇 细胞 系 则 
广泛 应 用 于 遗传 学 、 发 育 生物 学 和 分 子 生物 学 的 人 研 
Fo Takahashi $$ (1980 ) {RE T 55 — PR $r E DI ER tE 
Sarcophaga peregrina 细胞 系 NIH-SaPe4。 随 后 ， 人 
们 从 该 细胞 系 的 培养 液 中 纯化 出 多 种 抗菌 肽 和 生长 
调 市 因子 , 并 利用 该 细胞 系 研 究 这 些 抗菌 肽 和 生长 
yes D F B PE JE TU IJSE( Komano et al., 1987; 
Matsuyama and Natori, 1988; Fujita et al., 1998; 
Tanaka et al., 2006) , KE NIH-SaPe-4 ^l, EB ig ok 
JE COR UST a E PR BR 2L s EI] BOB o 

本 研究 建立 了 一 株 新 的 标 尾 别 肪 蝇 胚胎 细胞 
系 , 完成 了 对 该 细胞 系 的 细胞 形态 、 生 长 曲线 、 核 
型 、 同 工 酶 和 RAPD (random amplified polymorphic 
DNA) 等 生物 学 特征 的 分 析 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 

标 尾 别 叹 蝇 采 目 武汉 市 郊区 茸 布 ,经 鉴定 后 置 
室内 智能 人 工 气 候 箱 培养 。 培 养 条 件 为 : 温度 
25C 、 相 对 湿度 为 70% 、 光 周期 11L:13D。 幼 虫 培 
MELEZ IKAI FIZ 3:5:6 Bii. WE IRK 
红糖 和 奶粉 混合 液 。 
1.2 细胞 系 、 培 养 基 和 仪器 

J/N R Plutella xylostella 胚胎 细胞 系 Px-E- 
HNUI2 ( PxE ) 是 本 实验 室 新 建 的 另外 一 株 细 胞 系 
(尚未 报道 ), 培养 于 增补 20% 胎 牛 血清 的 Shields 
& Sang M3(M3) 昆虫 培养 基 上 ; 家 看 胚胎 细胞 系 
Bm-21 E-HNUS ( BmE) (Chen et al., 1988; Li et al., 
1991) FI Æ Jb A AIR Spodoptera frugiperda 细胞 株 
IPLB-Sf-9 (Sf9) (Vaughn et al., 1977) 由 本 实验 室 长 
期 保存 , 培养 于 增补 10% 胎 牛 血清 的 TC-199-MK 和 
Grace’ s 培养 基 。 离 心机 型 号 为 Eppendorf 5415R, 
1.3 ” 麻 蝇 原 代 细胞 的 获取 及 培养 

从 交配 后 48 h 左右 的 雌 麻 蝇 腹 部 挤 出 麻 蝇 卵 ， 
用 双 燕 水 冲洗 使 卵 分 散 , 置 于 70% 的 酒精 中 浸泡 
15 min; 然后 , MARRANI R CS E R AE R 
Z, 各 6 000 U/mL) 清洗 2 次, 每 次 5 ~10 min; 接 
zi, jH 0.05% 的 HgCL, 消毒 8 min, HH A PBS 
洗 数 次 。 完 成 消毒 处 理 后 , 将 蝇 卵 转移 到 一 个 小 平 
MP (H 0.2 mL PBS), HIRR HSY B9 pig prr DH CR 
H8) , 加 入 0.25% 的 胰 重 日 酶 室温 消化 5 ~ 8 min, 
EMA 2096 胎 牛 血清 的 M3 培养 基 5 mL, 用 双 层 灭 
菌 纱 布 过 滤 ; 滤 过 液 以 1 000 rpm 离心 10 min, 3f 


上 清 ; 用 培养 基 悬 浮 细胞 和 组 织 块 沉 诈 ,再 离心 、 
jf E; 用 3mL 培养 基 悬 浮 细 胞 ,接种 到 T-25 的 
培养 瓶 中 , 置 28 避 恒温 培养 箱 中 静 置 培养 。 竺 大 部 
分 胚胎 组 织 贴 壁 ( 约 5 ~ 10 d) 后 更 换 一 半 培 养 基 。 
以 后 根据 细胞 和 组 织 块 的 生长 情况 采取 更 换 培 养 
基 。 在 培养 基 中 加 2096 胎 牛 血清 及 双 抗 ( 氮 下 青 霉 
素 和 硫酸 链 霉 素 终 浓 度 均 为 100 U/mL). 
1.4 细胞 生长 曲线 和 群体 倍增 时 间 的 测定 

取 第 63 代 处 于 对 数 生长 期 的 细胞 , T 1 mL/ 
fL. 以 1.93 x 10 4-/mL 的 密度 接种 于 24 孔 培 养 板 
rh. 424 h 随机 抽取 3 孔 计 数 , 取 平 均值 绘 出 生 
长 曲线 ,并 按 Hayflick 法 计算 出 细胞 的 群体 倍增 
时 间 。 
1.5 细胞 核 型 分 析 

在 对 数 生 长 期 细胞 培养 下 中 , 加 入 占 培养 物体 
积 1/10 的 0.005 mol/L 秋水 仙 素 , 混 匀 。 继 续 培养 
4 ~5h 后 , 收集 细胞 。1 400 rpm 离心 10 min, 3E E 
清 ; 轻 轻 加 入 1.5 mL 0. 50% KCl ( 低 滩 溶液 ), 在 
室温 下 低 渗 处 理 15 min, 1 400 rpm 离心 10 min, 弃 
上 清 。 用 0.2 mL 低 渗 洲 液 悬浮 细胞 沉 诈 ,与 相同 
体积 新 鲜 配 制 的 Carnoy 氏 固 定 液 [ 甲醇 : 冰 酷 酸 = 
3:1, (v/v) |]」]\ 混 匀 后 再 轻 轻 加 入 1 mL 固定 液 、 混 
^], Ha I5 min; 1 400 rpm 离心 10 min， 弃 上 清 。 
重新 加 入 1.5 mL 固定 液 、 混 勺 , 室温 静 置 15 min; 
1 400 rpm 离 心 10 mn, A E., MHD Œ Camoy 氏 
固定 液 重新 悬浮 和 混 勺 细胞 ,从 高 处 将 细胞 巧 液 滴 
至 干净 的 载 玻 片上 , 室温 下 自然 干燥 。 然 后 , EH 
姆 院 染 液 中 议 染 10 ~ 15 min; 流水 冲洗 后 风干 。 在 
Olympus BX51 显微镜 , 40 x 物镜 下 观察 细胞 的 染色 
体制 片 进行 统计 、 分 析 。 
1.6 细胞 系 同 工 酶 分 析 

收集 对 数 生 长 期 细胞 ，1 400 rpm, 离心 10 
min, 用 pH 7.0 的 PBS 洲 液 清洗 细胞 这 诈 团 3 次 ， 
再 加 400 uL PBS 制 成 约 2 x 10*/mL 细胞 悬 液 。 细 
胞 悬 液 于 - 709079510830 min; 37% 解冻 10 min; R 
复 3 次 ; 再 于 4 % ,12 000 rpm, 离心 20 min, RE 
清 , 加 入 等 体积 40% 的 茂 糖 溶液 混合 均匀 ,每 个 样 
品 取 50 uL EET 7.596 AE VS MS BABERE, 置 冰 上 ， 
分 别 以 80 V 和 120V 电泳 90 min。 电 泳 完毕 , KE 
胶 块 移入 染色 氏 中 ， 先 用 预 冷 双 共 水 快速 漂洗 一 
K, 再 用 预 冷 的 电泳 缓冲 液 浸泡 10 min; WMA E yk 
缓冲 液 后 , 根据 待 测 同 工 酶 的 性 质 加 入 相应 的 显 色 
溶液 进行 显 色 处 理 。 

B- 蔡 酯 酶 同 工 酶 的 显 色 : 加 入 90 mL 0.2 mol/L 
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WERE SPHR(pH 6.4) 和 10 mL 1% B- 蔡 酯 溶液 , 置 
Tq 37704325 10 min; 再 加 入 坚 牢 蓝 RR 盐 100 mg, 
继续 振荡 下 到 酶 市 清晰 可 见 。 

谷 草 转氨酶 同 工 酶 的 染色 : 加 入 底 物 溶液 (17 
mL pH 7. 5 的 0.2 mol/L 天 冬 氨 酸 钠 盐 、5 mL pH 
7.5, 0.2 mol/L a- 酮 成 二 酸 、10 mL 0. 1 mol/L 硝酸 
AE 68 mL pH 7.5, 0.1 mol/L Tris-HCl 缓冲 液 和 2 g 
限 乙 烯 基 吡咯 烷 酮 ), 377C 温 育 18 min; 倒 出 溶液 
后 , 用 双 蒸 水 冲洗 凝 胶 ,， 再 加 入 染色 液 (200 mg [5] 
蓝 BB 盐 充 分 溶解 在 100 mL pH 7.5, 0. 1 mol/L 
Tris-HCl RIRE ) , 370 温 育 至 酶 带 呈 现 ( 约 30 
min ) 。 
1.7 细胞 系 随 机 扩 增 多 态 性 DNA (了 RAPD ) 分 析 

采用 组 织 / 细 胞 基因 组 DNA. 快速 提取 试剂 盒 
( 购 自 北 京 原 平 插 生物 技术 有 限 公 司 ) 分别 纯化 和 
测 细 胞 基因 组 DNA。 其 操作 步骤 简 述 如 下 : 收集 对 
数 生长 期 细胞 ( 约 5 x10 ~8 x10 ) 于 EP 离心 管 
FP, 13 000 rpm 离心 10 s, AEW; 将 细胞 沉淀 重新 
悬浮 于 200 pL PBS, 13 000 rpm 离心 10 s, 弃 上 清 ; 
将 细胞 沉淀 重新 悬浮 于 180 uL PBS, 加 入 20 uL 4& 
白 酶 K(20 mg/mL) , 混 匀 ,再 加 入 200 pL 结合 i 
CB, 立即 涡 旋 振荡 使 其 充分 混 匀 , E 700 HA 10 
min; 冷却 后 加 入 100 AL 异 丙 醇 并 立即 渴 放 振荡 充 
分 混 匀 ; 然后 将 混合 物 转移 到 吸附 柱 中 ， 按 试剂 盒 
操作 说 明 进 行 离心 抑制 物 清除 和 漂洗 ; 最 后 用 100 
uL 洗 脱 液 从 吸附 柱 上 洗 胶 DNA, 

参照 Léry 等 (2003) 以 及 Kawai 和 Mitsuhashi 
(1997) 设计 的 序列 合成 7 条 RAPD PCR 随机 引物 
( 表 1), 以 上 述 细胞 基因 组 DNA 为 模板 , 参照 
Iwanaga 等 (2009 ) 的 方法 进行 PCR。 配 制 25 pL PCR 

表 1 RAPD PCR 随机 引物 
Table1 Random primers used for RAPD PCR 





IK j(5' -3' 
€ 0 Mee O CHEO 
GENI AAGAGCCCGT 60 
GEN2 GTTTCGCTCC 60 
GEN3 GTAGACCCGT 60 
GEN4 AACGCGCAAC 60 
GENS CCCGCATCTAC 63.6 
GEN6 CCCGTCAGCA 70 
GEN7 GGTGCGGGA A 70 





反应 混合 物 : 10 x 缓 冲 液 2.5 pL, 随机 引物 2 uL, 
细胞 基因 组 DNA 1 uL, dNTPs 1 uL, Taq 酶 0. 5 
pL, ddH,O 18 pL。 按 下 列 程序 完成 PCR 反应 : 
(1) 94%C 120 s; (2) 94% 30 s—37. 5% 60 s 一 72%C 
120 s, 循环 40 IX; (3) 721 。 将 扩 增 产物 以 1.2% 
珠 脂 糖 凝 胶 电泳 分 离 、 染 色 , 在 凝 胶 成 像 系统 下 观 
察 并 拍照 记录 。 


2 结果 


2.1 标 尾 别 麻 蝇 胚胎 细胞 系 的 建立 及 其 形态 特征 

暴 蝇 胚胎 细胞 原 代 培养 始 于 2008 Œ 11 H 17 
日 。 在 培养 24 h 后 可 见 有 细胞 贴 辟 ; 48 h 后 可 见 
有 多 处 贴 壁 细胞 , 并 伸 出 轴 突 样 结构 ; 培养 1 周 后 
多 处 贴 辟 细 胞 呈 小 灶 状 堆积 , 并 有 赛 泡 状 细胞 ; 细 
胞 堆积 物 的 周围 可 见 有 伸 出 的 神经 纤维 样 连接 ,并 
有 细胞 节律 性 抽动 现象 (图 1: A)。2 周 后 大 量 小 
圆 形 透 之 细胞 贴 壁 生长 ,几乎 占 满 培养 瓶 底 的 3/5， 
形态 较 均 一 , 悬浮 团 块 全 部 是 空 泡 状 细胞 球 ,， 赛 内 
有 的 可 见 细 胞 , 有 的 呈 黑 色 团 块 , 有 抽动 。 至 第 4 
周 时 , 细胞 已 铺 满 培养 瓶 底 。 在 第 26 天 进行 第 1 
次 传代 (1:2) 。 在 原 代 培养 过 程 中 , 在 培养 瓶 中 发 
现 大 量 不 同 的 组 织 类 型 ,， 最 多 的 是 致密 网 状 组 织 和 
玲 松 网 状 纤维 组 织 ( 图 1: B) 类 根瘤 状 组 织 以 及 洲 
离 细 胞 , 但 这 些 组 织 出 现 的 先后 没有 一 定 的 规律 。 
当 这 些 组 织 块 开始 出 现时 , 迅速 伸展 , 但 发 展 到 一 
定 水 平时 伸展 变 绥 并 逐步 从 瓶 壁 脱落 或 颗粒 化 ， 取 
而 代 之 的 是 新 生 的 同类 型 组 织 或 其 他 类 型 组 织 。 在 
近 半 年 的 组 织 更 蔡 过 程 中 , 大 部 分 组 织 类 型 先后 豪 
退 , 最 后 只 剩 下 网 状 组 织 和 根瘤 状 组 织 , 并 在 根瘤 
状 组 织 周围 出 现 较 多 的 游离 的 圆 形 细 胞 。 这 些 游离 
细胞 数量 增加 较 快 。 通 过 传代 培养 , 类 根瘤 状 组 织 
慢 慢 消失 , 取而代之 的 是 具有 较 强 繁殖 能 力 的 圆 
形 、 梭 形 和 出 昱 形 细胞 群 (图 1: C)。 

细胞 系 在 最 初 几 代 生长 缓慢 且 极 不 稳定 , 不 少 
细胞 在 分 瓶 传 代 培 养 过 程 中 死亡 。 到 了 第 8 代 以 
后 , 细胞 改 以 1:3 传代 , 细胞 传代 间隔 时 间 稳 定 在 
7 d 左右 。 组 织 块 也 在 传代 过 程 中 逐渐 消失 。 至 
今 , 已 历时 21 个 月 , 传 至 72 代 , 传代 细胞 已 能 稳 
定 增殖 , 将 其 命名 为 Sp-F-HNU11。 在 光学 显微镜 
下 观察 , 细胞 形态 以 梭 形 和 近 圆 形 为 主 ( 图 1: D), 
也 有 少量 多 突起 的 不 规则 细胞 和 巨型 细胞 。 部 分 细 
胞 聚集 成 团 。 在 传代 后 4 h 内 大 部 分 细胞 贴 壁 ,12 
h 后 全 部 贴 壁 。 
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图 1 棕 尾 别 麻 蝇 细胞 系 (Sp-E-HNU11) 在 建 系 不 同时 期 的 相差 显微镜 照片 
Fig. 1 Phase contrast micrographs of the cell line from Sarcophaga peregrina ( Sp-E-HNUI1 cells) 
A; 原 代 培 养 第 2 周 的 细胞 团 Primary culture in 2nd week; B: 成 纤维 细胞 Fibrous cells; C; 师 昨 形 细 胞 Tadpoles-like cells; D; 第 69 代 细 胞 Cells 


at passage 69. 


2.2 Sp-E-HNUI1 细胞 的 生长 曲线 

图 2 是 第 64 代 Sp-E-HNU11 细胞 的 生长 曲线 。 
Sp-E-HNU11 的 数量 增长 规律 与 大 多 数 昆 虫 细 胞 系 
类 似 , 在 传代 后 24 h 内 细胞 数量 略 有 下 降 , 然后 逐 
日 上 升 。 传 代 后 120 - 168 h 细胞 数量 增长 最 快 。 
在 传代 后 192 h 细胞 密度 达到 最 高 值 。 细 胞 群体 倍 
增 时 间 为 42 h。 


14 
12 


— 
e 


细胞 密度 (105/mL) 
Cells/mL(x105) 
O N A O o 


0 24 48 72 96 120 
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图 2 Sp-E-HNU11 细胞 生长 曲线 
Fig.2 Growth curve of Sp-E-HNUI 1cells 


2.3 Sp-E-HNUI1 的 细胞 核 型 

在 光学 显微镜 下 ,吉姆 院 染 色 的 Sp-E-HNU11 
细胞 的 染色 体 大 多 数 呈 短 杆 状 , 有 一 对 染色 体 呈 微 
小 颗粒 状 ( 图 3) ; 其 形态 特征 与 NIH-SaPe-4 细胞 的 
染色 体 相 似 (Takahashi et al., 1980) 。 在 计数 的 128 
个 分 裂 期 细胞 中 , 55 个 (43% ) 含有 12 条 染色 体 ， 
61 个 (48% ) 含 有 10 条 染色 体 , 24 个 (19% ) 含 有 8 


144 168 192 


条 染色 体 ; 男 有 少数 细胞 含有 6, 16, 18 或 22 R 
色 体 。 对 Sp-E-HNU11 细胞 染色 体 核 型 仔细 观察 分 
析 发 现 , 在 大 多 数 染 色 体 数 少 于 12 条 的 细胞 中 未 
观察 到 微小 颗粒 状 染色 体 。 





图 3 Sp-E-HNUII 的 细胞 核 型 
Fig.3 Karyogram of Sp-E-HNUI1 cells 

2.4 Sp-E-HNUI11 细胞 系 的 同 工 酶 谱 
Sp-E-HNUI1 和 PxE 细胞 裂解 提取 物 经 聚 两 炳 
酰胺 凝 胶 电 泳 和 底 物 特异 性 显 色 反 应 呈现 不 同 的 同 
工 酶 图 谱 。Sp-E-HNU11 只 显示 1 条 8B- 蔡 酯 酶 条 带 ; 
PxE 有 4 条 酶 种。Sp-E-HNU11 Mpi- PxE 的 第 2 条 
带 迁 移 率 相同 (图 4: A)。Sp-E-HNU11 细胞 样品 显 
示 3 条 谷 草 转氨酶 条 带 , 以 第 3 条 活性 最 强 ; PE 有 
4 条 酶 带 , 其 中 第 2 条 和 第 3 条 酶 带 活力 较 强 , 第 4 
条 活力 最 弱 ; Sp-E-HNUI1 的 第 1,3 条 酶 带 分 别 与 
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PxE 的 第 2 和 第 4 条 酶 带 的 迁移 率 相同 (图 4: B), 


PxE SpE PxE SpE 





图 4 两 个 昆虫 细胞 系 PxE 和 SpE 的 同 工 酶 图 谱 
Fig.4  Isoenzyme profiles of two insect cell lines PxE and SpE 
A: B-Ż Má N} B-naphthyl esterase isozymes; B: 谷 草 转 氮 酶 Aspartate 
aminotransferase isozymes. PxE; Px-E-HNUI2; SpE: SP-E-HNUI1. 


bp M Sp Sf Px Bm C bp 





M Sp Sf Px Bm C 





2.5 Sp-E-HNUI1 细胞 系 的 随机 引物 扩 增 多 态 性 
(RAPD ) 特征 

用 组 织 / 细 胞 DNA. 快速 提取 试剂 盒 分 别 纯 化 
Sp-E-HNU11, Sf9, PxE 和 BmE 细胞 DNA, 选用 7 
条 随机 引物 , 分 别 进 行 PCR 3$, PCR 产物 的 琼脂 
糖 凝 胶 电 泳 结果 (图 5) 显 示 , 从 Sp-E-HNU11, S®, 
PxE 和 BmE 细胞 DNA 中 扩 增 出 的 DNA 条 带 数 分 
别 为 28, 29, 33 和 30 条 。Sp-E-HNU11 细胞 与 其 他 
3 种 细胞 大 小 相同 的 条 带 数 均 为 8 Ro PxE 与 S9 
和 BmE 细胞 大 小 相同 的 条 带 数 分 别 为 12 和 13 条 。 
SO 和 BmE 细胞 的 PCR 条 带 数 目 和 大 小 几乎 一 致 ， 
因此 怀疑 用 于 实验 的 这 两 种 细胞 材料 可 能 实际 上 来 
目 同 一 细胞 系 。S9,，PxE 和 BmE 细胞 均 为 乌 翅 目 
昆虫 细胞 系 , Sp-E-HNU11 MERK ESOS H EG rH 
Sp-E-HNUI11 细胞 与 3 种 鲜 怒 目 昆 虫 细 胞 大 小 相同 
的 条 人 带 数 明显 少 于 鲜 妃 目 昆 虫 细胞 系 之 间 相 同 的 条 
融 数 ,反映 了 所 属 昆 虫 之 间 的 亲缘 关系 的 差异 。 


bp M Sp Sf Px Bm C 
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图 5 利用 7 个 随机 引物 扩 增 的 4 种 昆虫 细胞 系 的 RAPD 图 谱 


Fig.5 RAPD profiles of four insect cell lines using seven random primers 
A; GENI ; B; GEN2; C: GEN3; D; GEM; E; GENS; F; GEN6; G: GEN7. Sp; Sp-E-HNUI1; Sf; IPLB-S9; Px; Px-E-HNUI2; Bm; Bm21E- 


HNUS; C: H0; M: DNA 分 子 量 标准 DNA ladder. 


3 讨论 


本 文 报道 了 一 株 新 的 柠 尾 别 麻 蝇 细胞 系 的 建 
立 。 该 细胞 系 从 原 代 培养 开始 , 历时 21 个 月 , 传 至 
72 X, 生长 状态 稳定 , 已 完成 对 其 生长 曲线 、 细 胞 


染色 体 核 型 \ 同 工 酶 图 谱 和 RAPD 特征 的 分 析 。 与 
第 一 株 棕 尾 别 麻 蝇 细胞 系 NIH-SaPe-4 相 比 ,这 两 
株 细胞 系 的 建 系 过 程 、 细 胞 形态 和 生长 特征 的 变化 
相近 。 不 过 , Sp-E-HNUI1 在 原 代 培 养 第 26 天 就 成 
功 进行 了 第 一 次 传代 , 而 NIH-SaPe4 的 原 代 培养 
持续 时 间 是 80 d。 这 两 株 细胞 系 使 用 了 不 同 的 培养 
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Akt, NIH-SaPe-4 使 用 Mitsuhashi-Maramorosch ' s ( M- 
M) 培 养 基 ; Sp-E-HNUI1 使 用 的 是 Shields & Sang 
M3 培养 基 。Shields & Sang M3 最 早 用 于 果 晶 细胞 
培养 。 一 株 新 近 建 立 的 家 蝇 细 胞 系 使 用 的 也 是 这 种 
WEE AE CURIAE, 2009) 。 在 棕 尾 别 肪 蝇 细 胞 原 代 
培养 实验 中 , 我 们 曾 试用 过 另外 两 种 昆虫 培养 基 
Grace’ s 和 TC-199-MK 培养 基 。 这 两 种 培养 基 已 经 
被 应 用 于 多 种 昆虫 细胞 系 ( 主要 是 鳞 翅 目 昆 虫 细 
胞 ) 的 培养 。 在 棕 尾 别 麻 蝇 细 胞 原 代 培养 实验 中 ， 
在 Grace’ s 和 TC-199-MK 培养 基 ( 含 20% 的 胎 牛 血 
清 ) 中 培养 的 标 尾 别 麻 晶 组 织 和 细胞 基本 不 能 生 
K, 最终 未 能 建立 传代 培养 (实验 资料 未 列 出 ) 。 

核 型 是 真 核 生 物种 群 的 固有 特征 。 虽 然 迄 今 
见 有 关 标 尾 别 肪 蝇 核 型 的 报道 , 但 已 报道 的 NIH- 
SaPe-4 细胞 和 其 他 近 缘 蝇 种 细胞 系 的 二 倍 体 细胞 大 
多 数 含有 6 对 染色 体 。 由 于 大 多 数 Sp-E-HNUII 细 
胞 的 染色 体 数 少 于 6 对 , 所 以 该 细胞 系 可 视 为 亚 二 
倍 体 细胞 系 。 对 Sp-E-HNUI1 细胞 染色 体 核 型 仔细 
观察 分 析 发 现 , 在 大 多 数 非 12 条 染色 体 的 细胞 中 
未 观察 到 微小 颗粒 状 染 色 体 (Takahashi et al., 
1980; 次 曹芳 等 ,2009 ) 。 这 一 对 染色 体 可 能 在 传代 
过 程 中 发 生 了 丢失 。 非 整 倍 体 细胞 在 传代 培养 细胞 
系 中 广泛 存在 。 其 成 因 主 要 在 于 传代 培养 过 程 中 发 
生 染 色 体 丢失 。 因 为 培养 细胞 与 生物 体 承 受 的 选择 
压力 存在 很 大 的 差异 。 某 些 染色 体 的 畸变 或 缺失 可 
能 对 生物 个 体 有 致死 效应 , 但 对 培养 细胞 可 能 并 不 
会 产生 显著 有 影响, 甚至 还 有 可 能 会 促进 细胞 生长 。 
细胞 系 不 论 是 作为 生产 载体 还 是 实验 系统 都 有 必要 
维持 生物 学 特征 的 稳定 性 。 染 色 体 缺失 必然 会 导致 
细胞 生物 学 特征 的 变化 。 因 此 , 阻止 染色 体 丢失 是 
细胞 培养 工程 中 一 项 重要 课题 。 就 Sp-E-HNU11 细 
胞 的 微小 颗粒 状 染 色 体 而 言 ， 因 其 形态 微小 且 着 色 
较 浅 , 被 漏 检 的 可 能 性 较 大 。 因 此 , 该 细胞 系 的 大 
部 分 细胞 实际 上 可 能 还 是 二 倍 体 细胞 。 

榨 尾 别 腑 蝇 是 一 个 分 布 广泛 、 对 人 类 生活 环境 
有 重要 影响 的 蝇 种 。 目 20 世纪 80 FRAR, AN 
已 从 棕 尾 别 麻 昌 培养 细胞 和 忠 体 中 分 离 出 多 种 抗 微 
生物 和 蛋白 (Matsuyama and Natori, 1988; Tsuji et al., 
1998; Natori et al., 1999; IER 5€. 2001), 。 此 外 ， 
WEIB M UU CERA, 2006; 吴 国 星 等 ， 
2007) 和 法 医 鉴 是 方面 (Cai et al., 2005; 陈 禄 什 ， 
2007) 也 有 重要 应 用 价值 。 第 一 株 标 尾 别 麻 蝇 细胞 
系 NIH-SaPe-4 已 被 应 用 于 多 种 昆虫 抗菌 肽 和 生长 
调节 因子 的 研究 。Sp-E-HNU11 的 建立 将 为 昆虫 抗 


微生物 和 蛋白 及 其 他 相关 的 研究 工作 或 生产 增添 新 的 
研究 工具 或 生产 载体 。 


致谢 本 实验 室 研 究 生 攀 舌 协助 完成 Sp-E-HNU11 
细胞 系 的 日 常 传代 培养 工作 ; 胡 原 、 蔡 诗 雨 为 本 文 的 
图 片 制作 提供 了 帮助 ; 谨 此 致谢 。 
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